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INTRODUCCION

La existencia de similituces entre célujas
embrionarias y cancerosas, se propuso ini-
cialmente en 1829 por LOBSTEIN y REA-
MER v en 1875 por CONHEIM, los cuales
sugirieron que los tumores se originaban a
partir de restos embrionarios. Si bien esta
teoria ha permanecido ignorada durante
mucho tiempo, los conocimientos actuales
y ciertas puntualizaciones nos permiten
rescataria v valorarla.

Una de las caracteristicas mas importan-
tes de las células embrionarias es la presen-
cia de células “stem”, es decir, células que
son capaces de autoduplicarse indefinida-
mente, al mismo tiempo gue forman pobla-
ciones celulares que se determinan y se di-
ferencian (1). Estas capacidades se restrin-
gen a lo largo de la embriogénesis, asf
mientras el dvulo fecundado es pluripoten-
te (2), las células trofectodérmicas del blas-
tocisto s6lo podran diferenciarse en ane-
x0s extraembrionarios, v las células de la
masa interna dardn lugar al embridn (3). En
el embrion en estadio de gastrula aparecen
ya tres. capas celulares que estan determi-
nadas a formar tejidos ectodérmicos, me-
sodérmicos y endodérmicos (3). Por con-
tra, durante el desarrollo tumoral maligno,
generalmente tan sélo existe la capacidad
de autoduplicacion,

Un hecho experimental importante fue
el hallado por STEVENS en 1970 (4) al
comprobar que la inyeccidn de un em-
brién de ratén de 6 dias de evolucidn (plu-
ripotente) en zonas ectépicas de un animal
adulto, desarrollaba un tumor que histopa-
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tolégicamente se define como un terato-
carcinoma {TC). Sin embargo, si las células
“stem” de los TC, que son las células de
carcinoma embrionario (EC), se invectaban
en el interior de la cavidad blastocélica de
un embrion de ratdn, éstas eran totalmente
controladas y participaban en la embriogé-
nesis normal formando animales quiméri-
cos (5,6). Desde entonces han sido muy
numerosos los trabajos en los que han rela-
cionado distintos aspectos de la embriogé-
nesis con el desarrollo tumoral {7, 8, 9).

En la dltima década se han obtenido cé-
fulas “stem” de la masa interna del blasto-
cisto de ratén (109, son las células ES {*em-
bryonic stem cells”), las cuales desarrollan
TC al ser inyectadas en zonas ectdpicas de.
ratones permisivos, mientras que, al igual
qgue las células EC, participan en la embrio-
génesis normal al ser inyectadas en el inte-
rior de un blastocisto (11). Todos estos he-
chos ponen de manifiesto gue las células
“stem” derivadas de un tumor o embridn,
son controladas durante el desarrollo em-
brionario al ser inyectadas en el interior de
un blastocisto.

- Sin embargo, para el desarrollo normal

" del blastocisto, se precisa de una matriz

gestante, y un aspecto muy poco conocido
es la influencia que ésta puede ejercer en
el control de las células indiferenciadas
con capacidades tumorigénicas. Por ello el
objetivo de nuestro trabajo es comprobar
si las células de la decidua gestante, son ca-
paces de influir en el crecimiento v diferen-
ciacion de las células de ES.



MATERIAL Y METOQDOS
1, Obtencién y cultivo de las células ES

A las células ES-D3 se les ha incorpora-
do el gen de la R-galactosidasa, y pueden
ser detectadas mediante tincidén histoqui-
mica con X-gal. Estas células nos fueron ce-
didas muy amablemente por el Dr. A
ALONSO del Departamento de Inmunopa-
tologia de la Universidad de Heidelberg.
Las células se mantienen indiferenciadas
en cultive de medio condicionado BRL
que contiene DMEM, FCS v R-mercaptoe-
tanol. Los cultivos confluentes son arranca-
dos y 10% células/10 pui DMEM son inyecta-
das en dteros no gestantes y gestantes de
ratones de la cepa 129/Sv que contienen
embriones en estadios de pre y post-im-
plantacidn.

2. Inyeccién de células ES en dteros
pre-implantacién

Ratones hembras de 2 dfas de gestacidén
son anestesiadas con 2 U1, de Valium 10
{Roche) v 2 ULl de Ketolar {Parke-Davis).
Realizamos laparatomia, v en uno de los
dos cuernos uterinos que presentan los ra-
tones, efectuamos oviductomia, y bajo
contro! microscopico v con ayuda de un
micromanipulador (Leitz) inyectamos las
células ES. De esta forma conseguimos que
en el Gtero inyectado no crezcan embrio-
nes ~va que en el dia 2 de la gestacién los
embriones estdn todavia en el oviducto—y
que esté bajo el control hormaonal gestacio-
nal. Los animales son sacrificados a los 20
dias post-inyeccidn (final de la gestacidn} v
a los 40 dias. Los Oteros obtenidos son pro-
cesados para su tincidén con X-gal.

3. Inyeccién de células ES en iiteros
post-implantacién

Ratones hembras de 7 dias de gestacién
son anestesiadas como hemos indicado
anteriormente. Exponemos uno de los
cuernos uterinos e invectamos en la zona
antimesometrial las células ES de la forma
va indicada. Los animales son sacrificados
al final del parto, y los embriones v placen-
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tas obtenidas son procesados para tincion
con X-gal.

4. Inyeccion en \teros no gestantes

Hembras no gestantes son utilizadas
come controles. Después de anestesiarlas
inyectamos células ES en uno de los cuer-
nos uterinos. Los animales son sacrificados
a los 20 y 40 dias post-inyeccién. El mate-
rial obtenido es procesado por tincidn con
X-gal.

3. Tincién con X-gal

Los embriones, placentas y ateros son la-
vagos con PBS, fijados con 0,2% gluratal-
dehido, 2mM MgCly 5 mM ECTA, durante
10 min. a 4° C, en PBS pH 7.4, lavados con
PBS que contienen 2 mi MgCl, 0.01% de-
soxicolate sédico v 0.02% Nonidet -P40.
Seguidamente se tifien a 37° C durante 24 h.
en el tampén anteriormente descrito que
contiene 5miv K3Fe(CN), 5 mi K,Fe(CNJ,,
6H,C, 0.001% NaCl y T mg/m! 4-cloro-5-
bromo-3-indolil-beta-galactosidosa {X-gal).
Después de la tincidn las muestras son
post-fijadas en Carnoy, deshidratadas e in-
cluidas en parafina. Seguidamente son cor-
tadas a 7um, contrastadas ligeramente con
eosina y observadas al microscopio dptico.

RESULTADOS

Inyeccién de células ES en iiteros
pre-implantacion y controles

Los Gteros inyectados con células ES en
estadio pre-implantacién vy sacrificados a
ios 20 dias mostraron la no existencia apa-
rente de formaciones tumorales. La tincion
de estas matrices con X-gal no reveld la
presencia de células ES en su interior. Las
matrices obtenidas a los 40 dias post-inyec.
cién tampoco mostraron formaciones tu-
morales. Sin embargo, ias matrices no ges-
tantes inyectadas con células ES y sacrifica-
das a los 20 dias, si bien no presentaban
formaciones tumorales aparentes, la tin-
cién con X-gal v la observaciéon microscé-
pica nos revels la presencia de nidos tumo-
rales {Fig. ). Las matrices obtenidas a los



Fig 1. Matriz de ratdn no gestante y sacrificada a los 20 dias. Las flechas nos indican la presen-

cia de nédulos tumorales procedentes de las células ES. x 200.

s

Fig 2. Tumor obtenido a los 40 dias post-inyeccién de células ES en el cuerno uterino derecho.,
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Fig 3. Aspecto histoldgico del tumor de fa Fig 2. Se observan diferenciaciones hacia epitelio
escamoso y cartilago. x 450.

40 dias mostraban grandes tumoraciones

{(Fig. 2) que la histopalogia nos muestra

como TC (Fig. 3).

Inyeccion de células ES en uteros
post-implantacion

Los ateros inyectados a los 7 dias de ges-
tacién no mostraron formaciones tumora-
les, ni a los 20 ni 40 dias. Sin embargo, la
tincién con X-gal nos indicd la presencia
de células ES en la zona basal y esponjosa
de la placenta (Fig. 4 v 5), mientras que no
se observaron ni en el embrién ni en los te-
jidos uterinos maternos.

DISCUSION

Los trabajos realizados por diversos au-
tores, ponen de manifiesto la importancia
del “medio embrionario” en el control del
crecimiento y diferenciacion de las células
indiferenciadas (5, 6, 11) y en este sentido
nuestros resultados apoyan esta idea. Ob-
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servaremos gue las matrices no gestantes
desarrollan tumores que son detectables
microscopicamente mediante la tingién
con X-gal a los 20 dias post-inyeccidn y
son macroscopicamente muy evidentes a
los 40 dias, por el contrario en las matrices
inyectadas en estadic pre-implantacion no
hemos observado formaciones tumorales
microscépicas ¢ macroscopicas. Este he-
cho podria suponer que las células inyecta-
das son controladas o eliminadas por el
huesped.

Durante el desarrollo embrionario, se ha
observado que los tejidos maternos junta-
mente con los embricnarios participan en
la formacidn placentaria, y se ha sugerido
gue su crecimiento estd regulado por las
células deciduales (3). Cuando hemos in-
vectado células ES en la zona amtimeso-
metrial de matrices gestantes de 7 dias de
evolucion, podemos comprobar como las
células ES se han incorporadoe en la forma-
cién placentaria y no se detectan en los
embriones. Desconocemos cuales son los



Fig 4. Placenta a término. La tincidn mediante X-gal nos permite chservar como las células ES
se localizan alrededor de la placenta. x 25.
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Fig 5. Detalle de la Fig 4. Observamos que la tincién por X-ga! se localiza en zona esponjosa
de la placenta. x 350.
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mecanismos que presumiblemente son ca-
paces de controlar a las células ES, sin em-
bargo consideramos que la transformacion
decidua! debe tener un papel importante
en {a regulacion de estas células indiferen-
ciadas. Finalmente consideramos gue la
utilizacién de modelos bioldgicos que nos
permitan estudiar con fiabilidad las relacio-
nes entre células stem embrionarias y ne-
polasicas son de gran utilidad, ya que nos
permitirdn observar si los mecanismaos que
regulan el crecimiento y desarrollo embrio-

nario, son capaces también de controlar
crecimiento de algunos tipos tumorales, de
ser asi, estarfamos ante la posibilidad de
utilizar vias terapéuticas no citotdxicas
para el tratamiente neopldsico.
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